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IMPIEGO DI BATTERIOCINE PER IL MIGUORAMENTO DBLLA 
FUNZIONALITA' DIGESITVA 

CAMPQ TECNICQ 

La preserite invenzione ha per oggetto I'impiego di batteriocine e/o dei loro 
ceppi produttori per il miglioramento della fuozionalita digestiva e per il 
miglioraiiiento delle condizioni del tratto grastro intestinale nelle specie di 
oiganismi mooogastriche. 
STATO DELLA TECmCA 

Sono noti i batteri appartenenti al genere Pediococcus. I batted appartenenti al 
genere Fediococcus sono omofennentanti, anaerobi facoltativi non incapsulati. I 
batteri appartenenti al genere Pediococcus sono chemioorganotrofi e, pertanto, 
hanno febbisogni nutrizionali complessi, non hanno attiviti proteoUtica e sono 
saprofiti di molti vegetali firesohi ed in fermentazione. La loro importanza 
economioa nellatrasfonnazione e conservarione di ptodotti vegetali, della came 
ed il loro contribute nello sviluppo degli aromi dei foimaggi, ne fe un genere 
particolaimente attraente dal punto di vista industriale. I batteri appartenenti al 
genere Pediococcus sono stati isolatl dal rumine di bovbe da latte e dai ciechi di 
pulcini. Possono essere identificate otto specie in funzione della loro sensiWUti 
alia temperatura, al pH e NaCl. 

La specie P. cerevisiae b stata cancellata ed i ceppi precedentemente cosi 
indicati sono oonfluiti in parte nella specie P. damnosus ed in parte nella specie 
P. pentosaceus. I batten appartenenti a quest'ultima oategoria, hanno U loro 
habitat naturale nei vegetali e presentano temperature di sviluppo inferiori ai 
50°C (per P. pentosaceus FBB61, 1'optimum h stabilito a 35*C), al contrario dei 
pediococchi termofili che svUuppano bene a 50*C, hanno dimcnsioni cellulari 
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pit. piccole (0,5'0,8 mn) e sono raggruppati nella specie P. acidilacticU 
W noto che una delle caratteristiohe dei batteri lattici che li rende 
particolarmente int^ressauti per un possibile uso probiotioo, e la loro capacity di 
competere con altri battoi per la stessa nicohia eoologica e di prevalere. Questa 
5 abilita k imputabile alia produzione di elevate concentrazioni di acidi organici e 
prodotti secondari del metabolismo, coadiuvati da sostanze ad aaone 
antimlCTobica di natura proteica, indicate con il tennine "battMiocixxe". 
B' noto oho il microorganiamo Pedtococcm pentosaceus FBB61 b responsabile 
della produzione di una sostanza antimicrobica di natura proteica (batteriocina) 
10 dejSnita pediocina A. 

E' noto cihe la oapacita dei batteri lattici di competere con altri batteri per la 
stessa nicchia ecologioa e prevalere, oltre ad essere dovuta alia produaone di 
aoidl organici ed alia toUeranza a basjsi Uvelli di pH, d talvolta potenziata dalla 
produzione di sostanze antimicrobiche di natuia proteica, E' ampiamente 
IS riconosciuto che queste proteine o peptidi ad azione antimicrobica, indicati con 
il termine di "batteriocine", oontribuiscano in modo detetminante alia 
sopiawivenza o dominanza di certi ceppi batterici dn eooaistemi microbioi quali 
gli alimenti o il tratto digerente. 

Esempi di produzioni di batteriocine sono presenti in tutte le specie batteriche 
20 cooosciute e in genere hanno azione antagonista solo contro quelle specie che 

occupano la medesima nicchia ecologica o quelle filogeneticamente vicine al 

microrganisnao ptoduttore. Panno ecoezioaie a questa icgola generale i peptidi. 

contenenti lantionina, come la nisina e la aubtilina, che mostiano un'attivita 

antimicrobica contro i Gram + in generale. 
25 La lunghissima e positiva storia di impiego di questi batteri risiede 
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verosimilmente nella produzione di queste batteriodne Smora. studiate alio scope 
di allungare la conservabilita degli alimenti b migUotame le caratteristiche 
igi6Dii2he in relazione alio lo sviluppo di mica^orgamsmi patogeni. 
Pertanto risulta che le batteriodne sono finora state studiate, prodotte e 
5 purificate per un loro possibile trtilizzo quaU conservanti di prodotti finiti e/o 
materie prime, in virtu' delle loro spiccate capacita' antimicax>biohe nei confronti 
di microjganismi depauperanti e/o nocivL 

Tuttavia, ad oggi non risulta essere steto indagato I'impiego di Batteriocine 
come modulatori dell'ambiente intestinale e come miglioratori delle condizioni 
10 igienico-sanitaiie dell'intestino. 

DESORIZIONE PELL'INVENZIONE 

La presente invenzione riguarda I'utilizzo innovativo di batteriodne e/o del loro 
ceppi produttori come miglioratori delle condizioni del tratto gastro intestinale 
le specie di oi^anismi monogastriche ivi compresi: uomo, suini, conigli, cavalli, 

15 pollame anche selvatioo, ovini, c^rihi, felidi, canidi e ruminanti non funzionali. 
L'aggiuata di una batteriocina o del suo batterio produttore, un batterio lattico, 
nella fettispecie pediocina A e Pediococcus pentosaceus PBB61, Pediococcus 
pentosaceus FBB63 e le sue batteriocine, Pediococcus pentosaceus L 7230 e le 
sue batteriocine, alia dieta produce effetti positivi suH'organismo grazie ad un 

20 miglioie Bssetto generale del tratto gastrointestinale. 

Batten lattioi, compresi lattobacilli e blfldobatteri, considerati GRAS (Generally 
Recognised as Safe) intiodotti nella dieta e/o somministrsti all'organismo, 
portano alia produzione allMntemo dell'apparato gastrointestinale di acido 
lattico che determina una riduzione del pH intestinale, Questo basso pH risulta 

i5 inospitale per molti miororganismi indesiderati (inclusi patogeni umani ed 
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animali) che non poasono sqprawivere ia condizioni cosi' acide. Di 
conseguenza Tinvenzione sviluppa un miglior equllibrio miorobioo faitestinale. 
La colonizzazione di questi batten b favorita dalla praduzione di molecole 
proteidie antimicrobiche dette batteriooine che avesndo attivita* propria, possono 

5 altresi' agire e quindi essere impiegate in qualsiasi forma anche da sole, senza la 
presenza obbligatoria del ceppo produttore. Un ulteriore vantaggio 
dell'invenziojie deriva dalla riduzione della produzione di composti onoogenici 
dovuta alia proliferazione di batteri benefioi, siano essl i ceppi produttoil di 
batteriooine medesimi o altri ceppi batterici benefioi non intaccati dall'azione 

10 antimicrobica delle proteine atimicrobiche. Come dimostiato nei aistemi di 
femientazione in vitro tali efifetti si evidenzlaao nella riduzione della produzione 
di oresolo, un metabolica della tiroxina, considerato responsabile 
dell'insoigenza di tumori outanei ed epatici nel topo, nonche' un fettore 
deprimente la cresoita animale ad esempio nel suiao. Iholtre sempre nei sistemi 

15 in vitro, la presenza di batteriooine e/o dei loro ceppi batterici produttori, 
portano ad \in sensibile aumeato della iwoduzione di poliamine di origine 
battCTioa, in particolare putresrana e spetmidina, notoriamente conosciute come 
importantissime fonti energetiche per le cellule gastroenteriche. La presenza di 
elevate quantita' di queste molecole rappresenta una importante condizione 

20 sopmttutto per radmale slovane, ma non solo, dove il tasso di ptolifisrazione e 
rinnovamento delle cellule intestinali k superiore a quelle di ogni altra cellula 
deH'organismo. Le conaiderazioni appena descritte ed evidenziate in vitro, 
dimostrano una reale azione di modulazione dei piooessi metabolici intestinali a 
carico della componente batterica, le cui ripercussioni si concretizzano poi su 

25 una maggior igiene e sanita' del tratto gastroenterico e quindi im miglior stato di 
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salute deiranimale., 

L^iaroduzione di batteriocin. e/o dd loro «pp, ^ ^ ^ 

m migUor .s««o morfi^o^ aell, ^ ta^, 
Me epiteHale d.^-.. Wbtoeo.., dci „uM„« 
e di con^^ ^ fi^^, ^ 

ad » anno^ e nUgliomo cuilMo mlcrobico imesti^Ie e le «odiflc»do,u 
™cl« ohe ne c<»^. ^ ri,^^^„„ in » <«toa.e di sa.«o 
d.n-o,gad,n.o ed „„. „,gu^ ^ ^^^^ ^ 

L-^fflca^ia deu-invcnzion. riaU.a «^ daa-inte^^e d.Me b«talocine ci.,.e 

^ ad alcun meccanismo specilioo. le ba«^ d«^ ^ 

""t-dottc c™ la dl«a o p„do«» to ^ 

svote»» la lo» azlone .ia »1 to, i«es«nal.. ^ vcncndo ingloba., »Uo 

- ruolo di co«>„ d. ba«eri pa.0^ ^maoi <:he 

impedendone I-atbcco alia mucosa e lWn» . 

^wwaa c I azione nociva* con conseguente 

Hduzione della .orbnita' e deU^inso^,^ ^ gast^intestinali, 
detrimental! per r&ga^smo. L-inglobaniento nel „.uco Intestinale, ne preserva 
quindi Pintegrita' funzic^ale. pre.ervandole dagli attacchi dei processi digestivi 
Vn a^petto sozprendente deUa p^esente invcndone . ,a n.odulazio.e 
deU'anxbiente gast«>e„terico, so«o tutti gli aapetd ndcrobiologici, metabolioi 
« sanitari, e profilattici con nnglioranxento deUe condizioni di salute 

dell'apparato digerente. L'mven2done. risulta r^^f. ^- , 

vMc, nsuiia pertanto particolaimente utile 

quando le batteiiooine e/o i loro ceani ««,«^ • . . 

ioro ceppi prutton sono impigati come additivo, 

integratore, supplemento nella dieta per tutte l« 

per lutte le specie precedentemente citate. 
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L'mo dell'toveazione oompr«de ateesl- U suo in„iego a qualsiasi tltolo. nella 
P^venzione, i»,ffl„si, deUe patologie d« clortridi in quataque delle specie 
sopni date ncmche- come ^roorto a quajsiaai interveMo prima, durante e/o 
msseguenU I'insoigenza di tali patologie. 

In una realizazione preferila, Ja p«senfe in^mdone rignaida l-uHUza, 
innovativo di batterioeine e/o d« 16m ceppi p,oduttori come miglloratori deU. 
condMonl del Iratto gas.ro intestinate delle specie di .rg«« monog^tricl* 
Le batteriocine e/o i ceppi batterici pi„. imiici ««, Pea^ p^mosaceu, 
FBB61, PeJhcoccm pmosacem FBBS3. Pe<ttococou, pmo^em L 7230 
(ATCX: 43201). nonche' tutte le batteriocine da loro prodotte e/o molecole 
analoghe alia pediooina A. 

Q»»to iag«iti i microrganismi a/o le loro batteriocin. portano ad un 
miglioramento deU'effldenza alimenlare con mlgUo« rtiliz^one del nttrlenti 
ed una migUorata condizione microWologioa, metabolfca, igienlea. sanitaria 
"tmverso: 1) produzlone di aoido lattice con dimimaione del pH ed tasorgenza 
di condizionl sWvcU p.. battel „„eivi e/o pa,og«U. 2) oolonizzazion. del 

t«tto gastroenterioo da parte di batted beneflci a discapito di microrganisml 
nooivi. 3) spiccaia .done antimlcrobica delle batterioeine contro batten Gram +. 
oompresi 1 Clostridi. de.rimen.ali per l-organismo. 4) modnlazione dd 
metebolismo eon ridu^ delta p^duzione di sostanze oncogeniche (c«solo). 
S) modnlazione del metaboliamo con aumento ddia presenza di poliamine 
(Putresoina e speimidina) nel Inme Intesttoale che fimgono da lnq,Mtanti fenti 
en«getiche per le stratture gastroentoriche. 6) «naento della sapetflcie 
assorWtiva intestiaale e mantenimento deUa sua corretta fcnzionaUta'. 7) 
adesione delle batteriocine nel muco ricoprente le mucosa gasttoenteriche con 
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cosatmdone di una bari«a di p«toi<me quabiasi azioae di 

miCTorganismi nocivi. 

m una reaUzzazte.. pre&rita vi«« c<mten»lata I'totoduzione di piu- batteri 
produttari di batteriocine k batteriooine. steMe in qualsiasi ««nbinazio« 

5 Utile. 

L'aggiunta e la nrfscelarione del componsnS «,pra citatt puo- awento 
m«n»abneme oppm. utado un qualsiad nun„^ « ap<,i„gi^ ^ 

ade^aa aUa produdon. di piooole come ancto di g«na quanflta- di ™an^ 
Bquido o aoUdo. Se I'alimanto non S gia- pa«ioolato in natuta. baMeri « 

.« '»^<*»P°«'>noes5«.aggiunflcoatemporaneam«tea]lagranuUdoae^^ 
maoinazion* e^o palvarizzadone ddl'alinMMo steaao. Qualumpo m«odo idalc 
ana prq»»do»e del mangime in qualunque am forma puo' .ase« utilizzato al 
a» dl aaaooiaie . «nd«e poasibile rintroduzione dei bafteri delle 
batteriodne aeU'alimemo. aache a«rave«o l-ufflizzo di ageati Icgaati. 
.5 "*<»l«'«."<*ltal«dogni alto metodoo/oa<««anza.tta alio scope. 

Sinmarmenw 1 ceppi batorid produttori di batteriocine e^o le lore battel 
posaono esaere aggiund alia diet. od. alle singole materie pri». da soU od in 
qualunque oombinarione. in qaatanque ftmna fiaica sia essa Uoflliz^ Uquida, 

MSicoata, pellettala, e ohimica sia essa lihon, « .^^-^ 

uiiiuva 5ia essa ubera o protetta con qualnnque metodo 

20 adeguata alio ssopo. 

Vantaggioaaxnente, le batterioome sono preseati nell'alimento in quantity 
compresa neU^tervaUo da 1 a 10.000 Unit4 Attive (AU) per ml e/o gr di 
alimento. LWnzione conceme altresi' I'utilizzo di batteri pioduttori di 
batteriodne soimmmstxate in qualaiasi W ed i„ grade di produrre un 

« quantitative di batteriocina tale da rientrBre nell'intervaUe precedent^mente. 
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nomimto, 

OU esempi cto seguo«, sono da totendeni eJlusivameate come duto ad «a 
nriglior. comprenrione doU'tav^done. I seguenti es«npi non costimlscono 
alcu»a Itohazi^e aU-mve.^one de«^te e/o alle rivemUo«doni p«seaW^ „ 
tantomeno ai campi di applicabilita*. 
ESEMPT 

Ceppi batterici e condizioni di crescita 

FBB6I (ATCC 43200). <pale p,od»tt<«. deUa pediootoa A . il>ppo 
P«fioco=c«, p««OHaoe„s FBB61-2, mulante togenetieo cte non la 
b«»rio<=ma e noa piesenta i catatteri di to«mjtt (WX (Daesdiel a 
Jaaenhammer, 198S), ,„aZ. cejpo todlcato„. Qn=ai due «=ppi sono ^ 
coWvad par una note, to urreno M17 broth (0>coid LtD. Daringatoka, UK) + 
!«/. (w/v) gh»odo a 39«C (Sambrook al.. 1989). I te^ni agaric e qacDi 
uaaa per 1 tea a overlay, aono ataS prq»«rti con I'aggiunta di l.S% (w/v) agar 
altenanoliiiuido. 

Produidnna ^ jella hattm^jf pin^ 

1 due ceppi battold FBB61 . FBB61.2. «,no fflati inc^ati to m, brodo M17 + 
1% (WAT) glucosio a 39"C per 24 o«. Le culture sono state qutodi cemdfbgate a 
10000 RPMper 15 mtoud a il sumateate «ccoIto e filtrato (Nalgena Mterwa^. 
Nalge Nunc totemational. NY. USA) attravnao monbrane am pori di ^0,45 
Mm. to aeguito il am«B„«8 filtrate k stato conceafato bamite dialiai conto, 
poUetilen-gUcole di peao molecolare 20000 Da (PEO 20000. Sigma ChenJcal. 
Stl^ MO. USA). P« queaa op««done aono atari imia^fi tubi da dialiai 
con cut-off « 12000/14000 MW (Spactra^ro 4. Spactruo, Huston, Texas. 
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USA), n processo h awenuto alia temperatum di 4'>C, per la durata di una intera 
notte. Le due soluziom in cui i tubi da diaUsi sono stati immersi, sono state 
costantemente agitate medlante uno stirrer, in modo da favorire un migUore 
flusso osmotico. 

a dializzato deUe due culture FBB61 (Dia+ - dializzato del ceppo j^roduttore) e 
FBB61.2 (Dia- = diaU22ato del ceppo non produttore .e sensibile), * stato 
sottoposto ad ulterioxe dialisi contro una soludone di NaCl 150 nM20mM 
Tiis-HCI, sempreadunatemperaturadi4«>C,perunanotte. D pH della soluzione 
ottenuta, 6 stato sucoessivamente aggiustato a 8,1 tramite I'aggiunta di HCl 
33%. La soluzione ottenuta 6 stata ulterionnente sterilizzatamediante filtrazione 
attraverso filtri a porosita di 0.45 nm. 

La purificazione della pediocina A e awenuta tranute cromatografia a scambio 
ionico a bassapressione, 

Ctaqu= colomu, «<™atog«fiohe a s<ambio ionico da 5 ml dasc»a, ^ «ate 
moMata to «io e oollogate tramite tubi in ^oone. ad «na pompa petistaltica 
(MWimls 3. Gilson Italia Sri, Milano. Italia). U coloma coai otten«a * strta 
aceajola attmvroa, prima da uno start-buflteKZO mM Tria-HCl pH 
8 A poi da un ragenention-bufter (20 inM Tris-Hd + 1 M N.C1 pH 8,2) ed in 
seguito da m.0 at«.bu^ (20 mM Tria-HCl + ISO mM Naa pH 8.2). H 
volume «mz«o per dasouna soluzione, 5 vote <peli„ totale ddla oolom», * 
atato pon^Bio ad una velooit* di 5 mlAnla. 

Ogni campioM preparato, * stato earioato neUa oolonna eromatosrafiea alia 

velooiti di 5 ml/b^ fino a saturazione della oolonna, ed il redduo ottenuto 6 
rtao raceolto e congdato. La separazione dalle ftazionl i stata ottenuta 
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facendo attmversare la colonna da 3 volmm di soluzioni di Nad a forza ionlca 
crescente(250inM,500inM,7SOmM. lM)tamponateapH8.1. 
n ptocesso di cromatografia a scambio ionico. si 6 costantemente svolto 
aU'intemo di im.^posito refiigeratore in modo da n^ntenere una temperatum di 
circa 4°C. 

Eennentazioni I'nfftB tinali in vfh^ 

Trattandosi di processi che si svolgono sul contenuto intestinale del grosso 
intestino dopo la digestione ed assoxbimento ileale, occorre simulare tale effetto 
suU'alimento da impiegare nella fermentazione. L'alimento. costituito da: mais, 
38%; or^o^ 30%; crusca di frumento. I50/0; ferfna di soia, 12%; ferina di aringhe! 
2%; vitamine e nUnemli, m, viene prepaiato mediante predigestlone onzimatica 
artioolala in due momenti. secondo la prima parte dellanxetodica di Vervaeke et 
al., (1989). 

1 Pase di digestione gastrica: 2 g di allmento (particeUe 0 < 1 nmi) in 40 nd di 
una soluzione 0,075N di HCl alio 0^% di pepsina (E.C. 3.4.23.1. P7000; Sigma 
Chemical. StXouis. MO. USA) vengono incubati a 39°C nel bagnomaria agitato 
per4h. 

Porta1alasolu:donedelprimopassageioapH7,5 conNaOH IN. iniziala: 
2"- Fase di digestione intestinale: in cui viene aggiunta una egual quantity di 
tampone. 40 ml ogni 2 g di alimento all'1% di pancreatba (P1500 Sigma 
Chemical. StLouis. MO. USA) ed incubate come nel .1 ° passaggio. 
II tampone d stato ottenuto miscelando: 

. 500 ml di una soluzione: 46,5 g Na2HP04 + 49.0 g di NaHC03 + 2.35 g di 

NaCl4.2.85gdiKClprimascioltipoiportatiad 1 litro con acqua deioniz^ta. 
- 5 ml di.una soluzione al 6% di MgC12, 
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- 5 ml di una soluzione el 4% di CaCla, 

1 510 ml totaH soijo poi stati portaU, sempre con acqua deionizzata, a 2,5 litri 6 
poi aggiustati a pH 7,5 con HCl 3N (Martillotti et al., 1987). 
L'alimento predigaito 6 ottenuto per centrifugazione a 3000 x g e 4"^ lavato 
5 per 3 volte con acqua deionizzata, slmtaazione dell'assofbimento intestinale, 
sempre eliminata per centrifugazione. 

n residue soUdo accumulatosl sul fondo delle provette dopo oentiifugaaone. h 

state posto in stufe a SS^C, temperatura necessaria per evitare denaturazioni del 

prinoipi attivi alimentari, sino ad essiccamento (ciwa 24 oie), quindi rimacinato 
JO e conservato sigiUato in fteraer. 

Analisi dell'alimento prima, e rin po la predip aQtlnt.^ 

AUmento completo AUmento predigerito 

Umidit4% 10,77 0,00 

Proteina greggia % 17,59 4,19 
IS Lipidi greggi % 4,10 1.98 

Ceneri gregge % 3,73 2,95 

NDF% 14,08 27.23 

ADF% 4.97 11,27 

Amido% 49,42 50,04 
20 EfQcienza di estrazione 35-40% 

Preparazione dell'innMiln r W ^e ottenutn alia Tna«.lla9r^ r.t.A 
1«- Fase del prclievo: subito dopo Pestiazione deU'intestino daUa oan^assa, il 
cieco h legato aU»altezza della valvola ileo-ciecale e tagliato. Da un piccolo foro 
2S praticato aUa testa del cieoo. il contemito viene fetto defluire gentilmente in im 
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contenitore di nylon da cui viene completamente espulsa I'aria ed 
immediatamente immerso in acqua a 39-0 aU'intemo di una borsa tennica, fino 
alia &S6 preparatoria attuata in laboratorio. 

2»- Fasfe in labomtorio: il contenuto ciecale misurato Versandolo in un cilindro 
graduato che, come tutti gU altri oontenitori da impiegai« a ditetto contatto con 
I'inoculo, h state tenuto a 39-C prima dell'uso. Note il volume, viene miscelato 
con la soluzione tampone in proporzione di 1:2. U tampone composto da: 
NaHC03. 49 g; KCl, 2.85 g; CaC12 x 6H20, 0,395 g; Na2HP04 x 12H20, 46,5 
g; NaCl, 3.5 g; MgS04 x 7H20, 0,6 g; sciolti in 5 Utd di acqua deionizzata 
(McDougall, 1948) 6 stato da noi aggiustato a pH 6,7 con I'aggiunta di HCI 3N. 
Questa soluzione h stata mantenuta a 39°C in un bagnomaria. ed insufflata con 
anidride (C02) per 20 min. prima deU'impiego. H composto b quindi steto 
filtrate attraverso 8 strati di gaize in una beuta che, chiusa con cotone e gaiza, 
viene rimessa nel bagnomaria sotto C02 per 10 min. Nei oontenitori con 
I'alimcmto piedigeiito. riscaldati a 39*C, viene versato il contenuto ciecale 
appena preparato, dope aver insufflato sul fondo C02 tramitc una cannula- 
coUegata ad una bombola. 

Immediatamente jiopo. i vasetti sono chiusi enneticamente ed immersl in un 
bagnomaria a 39»C, dove sono riinasti per tutta la durata deUa fennentazione 
(48 ore), costantemente agitati. 

Schema onerativo della fennenta?:mne ' 

- Tesi 1, Controllo: 20 mg farina + 5 ml inocule, 

- Tesi 2. BAC+! 20 mg alimento predigerito + 5 ml inooulo + pediocina A pari 
ad una concentrazione finale - 160 AU/ml, " 

- Tesi 3, BAC-: 20 mg alimento predigerito + 5 ml inoculo + stesse ftaaoni 
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dell'eluizione del sumatairte do Pediooocous pentosaceus FBB61-2 
comspondenti alle fiazioni di Pediococcus pentosaceus FBB61 contenenti la 
pediocina A. II quantitativo aggiunto ha apportato una concentrazion© proteica 
pari a quella introdofta con la pediocina A nella Tesi 2. 
Analisi chimica degli alimenti e del liquido ciecale 

L'analisi centesimale della dieta ^ stata efifettuata secondo le modalitA 
dell'AOAC (1990), e le fi«zioni fibrose neutro detetse (NDF), acido deteise 
(ADF) e la lignina (ADL) secondo Van Soest et al., nel 1991, EmiceUulose e 
cellulosa sono state invece calcolate per differenza fta NDF e ADF e ADF e 
ADL. L'Energia lorda e stata valutata mediante bomlm calotfanetrioa (modello 
1261 ; Pair Instrument, Moline, IL, USA), 

La detenniaazione della concentrazione di cresolo nei campioni & awenuta 
segusndo a metodo proposto da Birkett et al., 1995. 

Dalla' sperimentazione k emerso ohe i campioni raocoiti durante le 48 ore di 
fennentazione, hanno .rivelato una riduzione sigruficadva della prodtizione di 
cresolo. Qi&* dopo 31 ore di prooesso fiaonentativo, la piesenza di pediocina A 
nel trattamento denominato BAC+ (trattamento nel quale 6 stato utilizzato un 
ceppo produttorfe) ha portato ad una riduzione della produzione di cresolo, 
sostanza oncogenioa, (-73.30%; P<0.05) rispetto al trattamento con il mutant© 
isogenetico (BAC-, trattamMito nel quale e stato utilizzato xax ceppo non 
produttore e sensibile), m^tre dopo 48 ore la riduzione della concentrazione di 
cresolo si attestava su valori anoora piu* .sognlflcativi; -87.65%; P,0.05. 
L'aggiunta di pediocina A al liquido di fermentazione alia concentrazione finale 
di 160 AU/ml, ha portato ad produzione di putrescina molto rigogliosa durante 
le prime 4 ore (+203.40% vs BAC-; P,0.001) per poi stabilizzarsi su queti valori 
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fino a fine prova. La concentrazione di spennidina dopo I'aggiunta di peidocina 
A al Uquido di fennentazioae, si b sempre attestata su valor! superiori rispetti al 
controllo di liferimento (BAG-) anche se dagU alti valori registxati alia 16« ora 
(37.58 Mmol/L) si h ariivati a valori piu' ridotti a fine prova (8.08 nmoI/L). 
In TAVOLA 1. Figura A, B e C viene riportato reflfotto della pediodna A suIla 
produzione di poliamine e di cresolo. quando introdotta nel Uquido di 
fennentazione ad una concentrazione finale di 160 Unit4 Attive (AU)/niL 
Animali e dieta 

La prova in vivo (72 suinetti avezzati, razza seghers) ha monitorato gU effetti di 
una dieta supplementata con Pediococcus pentosaceus FBB61 (BAC4-) ceppo 
produttore della pediocina A, rispetto al controllo negative BAG- determinate 
dal ceppo isomutante Pediococcus pentosaceus FBB61-2. La dieta base era 
costittrita come descritto in tabella 1 e 2. All'inizio dell'esperimento, della 
durata di 56 giomi. gU animali (foimnine e maschi castrati) presentavano im 
peso vivo (PV) medio di 7 kg ed im'eta' di 21 giomi. I aoggetti , sono stati divisi 
in 3 gruppi: 1) contxoUo CTR icevente una dieta standaid, 2) BAC+ ricevente 
Pediococcus pentosaceus FBB61 colturato su tecreno M17 (OXOED) (lapporto 
mangime btodo di coltuia 2:1). 3) BAG- ricevente Pediococcus pentosaceus 
FBB61.2 cresciuto nello stesso teireno di coltura, -nelle stesso proporzioni. Dal 
giomo 0 al giomo 3 5 di prova gU animaU sono stati alimentati ad libitum, in 
seguito sono stti razionati al 9% del peso vivo metabUco. Ai giomi 0, 14. 35, 56 
gU animlali- sonno stall pesati singolarmente. e le performance di oresoita 
rilevate cosi» come i parametri di consume. Lo studio suUe varianze per i 
parametri di perfbimance. d state sviluppato seoondo il GLM (General Linear 
Model) usando SAS ver 6.12 (SAS Institute). H peso vivo iniziale 6 stato 
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considerato come covarianza per valutare i pesi vivl e gli incremettti giomalieri. 
II modello statistioo usato d stato a seguente: 
Yij = n + Ti + pj (xij - X) + 8ij 

dove: IX = media generale; t - efifetto a^dmale; 3 = faftore di conezione per la 
covariata; x = media deUe osservazioni; e = errore. 

Dopo 35 giomi di piova 6 animaU dai trattamenti BAC+ e BAG- sono stati 
saorificati Per I'analisi dei parametri morfometrici intestmaU (spesso« della 
parete di piccolo e grosso intestino, profondita* delle cripte, spessore ei villi, 
limghezza villi, tunica mucosa, indice mitotico, i^dice di apoptosi). 
Contempoianeamente anche U pancreas e stato ptelevato, per lo stesso tipo di 
analisi di laboratorio. H giomo successivo. 4 animaU per ogni gnippo sono stati 
selezionati per testame la fUnzionaHta' della mucosa intestinale, tramite prove di 
assorbimento in vivo. Alio scopo sono state usate 2 molecole marlcer: albumine 
sieriche bovine (BSA. 500 mg/kg PV) e sidio-fluoiescina (Na< 9.4 mg/kg PV). 
Le molecole sono state disdolte in soluzione fisiologica prima di essere 
introdotte direttamente in cavita' gastrica tramite cateterizzazione. Dopo 0.5, 1. 
2, 4. 8 e 24 h dalla somministrazione sono stati eseguiti pi«Uevi di 4 ml di 
sangue per la successive analisi. 

Dalla speiimentazione eseguita h emerso che il confe>nto effettuato fra le 
performance di cresdta dei due grupi riceventi i due oeppi batterid, .ha rivelato 
interessanti aspetti (tabella 3) . Gia' dopo 35 giomi daJPinizio deUa prova. pur 
non evidenziandosi disparita' di pesi significative, gli animali riceventi 
Pediococcus pentosaceus FBB61 bamio mostmto una migliore utilizzazione 
degU alimenti come indicate dai valori di eflSidenza alimentare (FOR), quando 
paragonati ai loro controlU intemi (BAG-) (1.58 BAC+ vs 1.68 BAC^, P=0.09). 
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D«o Ac Pefflctea alimcnta. n5„ difieriva dmante il prime p«iodo di 
imiagme (0-14 gio„„) I. „rfgUM t«utea regfawa a 35 i da atUbuirrf 
ad una nritfo» FCR daante il periodo dal 14 al 35 giomo: BAC+ -5.6% 
(P=0.08)vsBAC-. 

OU esami teologici h«„„, evid»zi«o oripte piu' p«foade negB a^lmaU 
appan^ianfl al grappo BAC+ rispe«o a queffi del gruppo BAC. sia 
noU-inteattoo digiano prosatoale rfa in queUi medio, sugge^do in .p-eai 
diarettl »n piu- ata. osso di proHfaaziona celMare. Cont«riameate iavaoe 
I'analiM i«ologl« deU-inte«i» mediate h. rivelato m indice mitotico toferic« 
nagU antaali riwvanti Pedtococcmpe«u»^ceus FBB61 (ATCC 43200), riapetfl 
agU animaU rioeveati Padiococou, pentosac«» EBB61.2. Quealo data spiega 
come la magglor p„>fondita- delle cripte sia dovata ad maggior attivita" di 
-»zlone dene cellnle Ivl ptesenti. piu- d» ad »a loro maggior p™iife«zione 
U misurazloni relative ail. «ruttu» villari in,e,anaU lanao 
e 5)! 1) »ca teadanzlale maggior lungheaa dd villi «en'intestino digiuno 
proaaiale e medio; 2) ™ signiflcaUvo aumemo deUo speMore ddl'orietto a 
spazzola, «,«imito dai mic»vim aU'apice luminal. degU enteroeifi; 3) una 
tunica mucosa sigmflcadvamente piu' spesaa rispetto agli animaU del gruppo 
BAC-. aia a Hvello di digiuno p^ssimalc. aia medioi 4) un minor .a«o di 
divi^one ceUular. a Uvello di digiuno medio. Qaesfultima oasetvazion. 
assodala al tendenziale maggio, apcaaor, del viUi. puo- aigniflca™ «n ridotto 
turnover ceU^ intea^d, ^. j^^^^ ^ 

mucoK, come moarato dalle prove di penneairilih' in vivo . L'aumento deHo 
spessore deU'orletlo a ^,a degB enterooiti, asaociato ad una tendenzialc 
niaggior luaghezza dei vmi. prelude ad „n aamentata «,^a aasorbitiva. A 
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livello ceoale, il trattamento con Pediococcus pentosaceus FBB61 ha portato ad 
un ridotto spessoxe della tunica mucosa, senza intaccare altre strultufe, cosi' 
come invariati sono stati i parametri istologici pancreatici. 
Tabellal ; dieta di controllo usata nella prova in vivo. Le diete dei grappi irattati 
5 partendo dalla stessa base, oontemplavano I'aggiuata in rapporto 1:2 di brodo 
coltuiale contenente Pediococcus pentosaceus FBB61 (BAC+) oppure 
Pediococcus pentosaceus FBB61-2 (BAC-). 
Ingredientt: (g^g mangime) 
- Mais 327.2 
10 Farina di soia 210.0 
Olio di soia 20.0 
Orzo 70.0 
Orzofioccato 250.0 
Farina di pesce 30.0 
15 Sieroinpolvere 50.0 
L-lisina 5.0 
DL meticmina 1.0 
Carbonate di calcio 3.0 
Fos&to di calcio 27.0 
20 Cloruro di sodio 1.8 

Mix mineral vitaminioo 5.0 
APPORTI (per Kg di mangime) 
Proteine 179.4 
Giassi 52.9 
2s Fibra 47.9 
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Ceneri 66.2 
Amido 418.5 

EnergU digeribile (MJ) 0.8 1 1 
Energia netta (MJ) 0.612 
5 Apporti del mix minera vitaminico (per Kg di mangime) 
Vit.A(Ur) 15000 
. VitD3(UT) 1700 
Vit.E.(mg) 35 
Fe 200 
iO Cu 170 
Za 200 

Tabell42. Profile aminoacidico deUa dieta. 

%AATotali %AADigeribili 
Met+Cys 0.73 0,63 
IS Lisina 1,37 1,24 

Treonina 0.71 0.60 
Triptofetto 0.23 0,19 

In TAVOLA 2, Tabella 3 sono riportat© 1© prestazioni produttive degU animaJi. I 
dati sono presentati come medie ± deviazione standard. (ADG=Aumento medio 
20. gionialiero;FCR=EffioienzaaHmentare) 

In TAVOLA 3, Tabella 4 sono riportate le anaUsi morfometriche effettuate 
sull'intestino. I dati sono presentati come medie± SBM. * PO.05, ♦* P<0.01, 
***P<0.0001 quando.paragaonati gli animali dei gruppi BAG- vs BAC-. 
Ml««Ittdice Mitotico. 

25 In TAVOLA 4, TabeUa 5 sono riportate le analisi morfometriche effettuate 
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sull'intestino ceco e sul pancreas. I dati sono pressntati come medie^ SEM. 
P<0.01, qiiando paragaonati ^ animali dei gruppi BAC= vs BAC-. MI=Indic.'5 
Mitotico. 

la TAVOL-A 4, Figura D e ri.iortato uno studio di pereabilita'. Concsntraziond 
di Na-i <p,g/ml) nel plasma degli animaU campionati. I dati sono presentati coma 
medisiSD. 

lNTERAJZIO>TI PEDIOCINA STRUTTURE CELLULARI 
La ooltura del patterio lattico Pediococcus pentosaceus FBB61, la produzione 
dsUa sua batteriocma pediocina A e la sua purificazione sono awenute come 
precedentemente descritto. La pediooina A puriScata, $ stat in segylto maioata 
usando in sistema "ECL proteia biotynilation (Amersham Pharmacia Biotech, 
UK) seguendo le istruzione della casa produttrice. La rilsvazioen della proteina 
marcata e' awenuta usando Strsptavidin horseradish peroxidase conjugated 
(HRP) per la lilevazione alia Western blot aaalisi, oppure trainite Streptavidin- 
fluorescein isolMocyanafe conjugated (FITC) (Sigma Aldrlch, USA) per le 
osservazionl microscopiche. 

■Rilevazioae della pedi ocina A sulla mucosa intaciritials 

Maiali, ratti e tcpi sono stati sacriacati, gU intestini piccolo e grande sono stati 
raccolti ed imrnediatamente lavati in una soluzione PBS (pH 7.5) fradda. Una 
piccola poTzione di intestino digiuno h stata invertita, nel ratto e nel topo, in 
modo Che la mucosa potesse venire perfettamente in contatto con la soluzione 
PBS, mentre dall'intestino di suino & stata prelevate un'area di 0.25 cm2. Le 
poizioni di intestini cosi' ottenute sono poi state immerse per 15 mm. in una 
soluzione PBS contenenle la pediocina A biotinilata (160 AU/ml). In seguito, 
per rhnuovers la proteina non Icgata ala mucosa, i tessuti sono stati lavati 2 volte 
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in PBS fieddo. Le poxziom intestinaU sono poi state immerse in 2 ml di acqua 
distillata sterile al fine di rimnovere la protefaa marcata. I tessuti sono statl in 
seguito eliminati. 1 2 ml di soluzione sono stati poi liofilizzati e riaospesi in 40 
Hl per la successiva analisi tramite SDS-PAGE. 
SDS-PAGE e Western blot 

I campioni ottenuti sono stati esaminati tramite SDS-PAGE in accordo con 
LaemmU (1970): usando uno stacking gel al 3% di acrylamide ed al 12% per U 
running gel. Dopo I'elettro&resi le proteine isolate dal gel, sono state plottate su 
un supporto di nitrocellulosa, usando un mini Trans-blot (BIO-RAD). La 
rilevazione della pediooina A b awenuta usanto streptavidina^HRP. 
Interaz^ oni nediof^na-muoo 

Per questa prova sono state utilizzate mucine tipo n di stomaco di suino, sospese 
in soluzione PBS alia concentrazione di 1 mg/ml. Lo stesso quantitativo 
(Img/ml), d stato disdolto ed incubato per 15 min. a 37''C in una soluzione 
contenente pediooina A (160 AU/ml). I campioni sono poi stati centrifugati a 
SOOOxg per 15 mia ed U pellet ottenuto 6 stato lavato per 3 volte con soluzione 
PBS. 3^1 di Slreptavidina-Frrc. sono stati aggiunti al peUet, nel fiattempo 
risospeso in 1 ml di soluzione PBS. Dopo altri 15 min di incubazioe a 
temperatura ambiente, i campioni sono stati nuovamente centifUgati ed il pellet 
lavato per 3 volte con soluzione PBS. Tessuti prelevati dal suino hanno seguito 
lo stesso iter: un'area di 0.25 cm2 sono stati prelevati ed incubati, per 15 min. a 
temperatura ambiente, in un buffer contenente la pediooina A biotinilata ad una 
concentrazione di 160 AU/ml, La proteina non legata b stata lavafa via tramite 
lavaggi con soluzioni PBS. I campioni cosi' ottenuti sono stati ^n^H^^.t ^ usandi 
un inverted microscope Nikon TMD equipaggiato con FITC filter set Omega 



20 



I.Apr. 



2003 15:22 8UGNI0N SPA 39 02 69303502 

21J>Q2I3,12.W0.1 



Mr. 4800 p. 28 

PCT/1T0 3 / 0 0 1 95 



10 



15 



20 



25 



XFIOO (Optical-USA). U controUo negativo utflizzato e rappresentato dai 
medesimi campioni non incubati in resenza di pediocina. Questo per escludere 
interazioni dei marcatori con le strutture intestinali, indipendentemente dalla 
presenza della pediocina A. 
Microscopia elettronica 

Le cellule di Pediococcus pentosaceus FBB61-2 (ceppo isomutante non 
produttore e sensibile all*azione della batteriocina) oontenute in 1 ml di coltum 
fiesca, sono state racoolte tramite centrifiigazione e risospese in 300 |il di 
soluzione PBS> contenente la pediocina A biotinilata alia conocntrazione di 160 
AU/ml. Dopo 2 lavaggi con PBS, 6 stata agginnta streptavidiva maroata con 
particelle d*oro (diametro 5nm). Dopo 10 minuti di incnbazlone, le cellule sono 
state lavate in PBS. Maiali, ratti e topi sono stati sacrificati, gli intestini piccolo 
e grande sono stati raccolti ed immediatamente lavati in una soluzione PBS 9Ph 
7.5) fifedda- Una piccola porzione di intestine digiuno 6 stata invertita, nel ratto e 
nel topo, in modo che la mucosa potesse venire perfettamente in contatto con la 
soluzione PBS, mentre dall'intestino di sulno h stata prelevata im'area di 0,25 
cm2. Le porzloni di intestini cosi* ottenute sono poi st^Xe immerse per 15 min. in 
una soluzione PBS contenente la pediocina A biotinilata (160 AU/ml). In 
seguito, per rimuovere la proteina non legata alia mucosa, i tessuti sono stati 
lavati 2 volte in PBS freddo. A questo punto le cellule batteriche ed i tessuti 
intestinali sono stati preparati per Tanalisi al microscoplo elettronico (Jeol JEE 
1200 EXn, Jeol' LTD, Tokyo, Japan, a 80 fcV). I tessuti sono stati altresi* 
preparati ed analizzatl tramite un microscopio elettronico a scansione Philips XL 
30ESEM. 

Dalla sperimentazione eseguita & emerso che dalle osservazioni al microscopio a 
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fluorescenza, appare chiaro ohe la pediooina A interagisce con il muco. U 
controllo negativo, non pi^senta alouna fluorescenza, indice che la streptavidina- 
PTTC non rimane legata al muco. La pediooina A recuperata dal muco ha 
evidenziato di mantenere un'otdma azione antibatterica come mostrato dalla 
presenza di aloni di inibizione in piaste petri precedentemente insemenzate con 
il ceppo sensibile Pediococcus pentosaceus FBB61.2. n meccanlsmo di 
inteiadone fia pediooina A e muco non ^ ancora noto, ma la batteriocina rimane 
legata anche quando tu stmttur^ mucopolisaccaridiche v^igono completamente 
saturate da lectine. Le rilevazim deU'attacco della proteina ai tessuti intestinali. 
non ha rivelato nessuno tipo di legame specifico con regioni delimitate 
deU'intestino. Al contrario, la pediooina A ^ in grado di legarsi a qualsiasi 
struttira (grosso o piccolo Intestino) indipendentemente dalle 3 specie animali 
testate (maiale, ratto topo). Un'intei^one aspecifica. ma comuqnue efficace, si 
rileva anche fi^^pediodna A ed il ceppo batterico sensibile alia sua azione 
Pediococcus pentosaceus FBB61.2. Gia' dopo 5 minufi di co-incubazione, 
molecole di pediooina A si rilevano a ridosso della membrana cellulare del 
batterio. sia in formazioni che come singole molecole. Le osservazioni al 
microscopio elettroaico ed a scansione. hamio rivelato lapresenza di pediooina 
A marcata con ^reptavidina-oro. Piu; hi particolare la pediooina A sembra 
anche m questo caso rimanere intrappolata nel muco che ricopre le strutture 
gastro-intestinali, fomendo um. ptotezione contro patogeni GRAMh- grazie alia 
suamantenutaattivita' antibatterica. 
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RIVENDlCAzrnMT 

1) Batteriocine e/o loro ceppi batterici prodiittori per uso come medicamento. 

2) Batteriocine e/o loro ceppi batterici produttori secondo la rivendicazione I in 
cui la batteriooina S la Pediocina A o molecole analoghe aUa Pediocina A 
per uao come medicamento, 

3) Batteriocine e/o loro ceppi batterici produttori secondo la rivendicazione 2 in 
cui il ceppo batterico & Pediococcus pentosaceus FBB61 (ATCC 43200) p^ 
uso come medicamento. 

4) Batteriocine e/o loro ceppi batterici produttori secondo la rivendicazione 2 in 
cui il ceppo batterico h Pediococcus pentosaceus FBB63 per uso come 
medicamento. 

5) Batteriocine e/o loro ceppi batterici produttori secondo la rivendicazione 2 in 
cui il ceppo batterico h Pediococcus pentosaceus L 7230 (ATCC 43201) per 
uso come medicamento. 

6) Uso deUe Batteriocine e/o loro oeppi batterici produttori secondo mia 
qualsiasi delle rivendicazioni precedent! 1-5 per la preparazione di una 
composizione mangimistica agrozootecnica o di un medioamento per il 
trattamento delle sostanze oncogene nel tratto gastroenterico in specie 
monogastriche. 

7) Uso deUe Batteriocine e/o loro ceppi batterici produttori secondo mia 
qualsiasi deUe rivendicazioni precedent! 1-5 per la preparazione di una 
composizione mangimistica agrozootecnica o di un medicamento per il 
trattamento di pi«venzione e profllassi delle patologie da dostridi in specie 
monogastriche, 

8) Uso delle Batteriocine e/o loro ceppi batterici produttori secondo una 
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quqlsiasi delle rivendicazioni precedents 1-5 per la preparazione di una 
composizione mangimlstica agrozootecnica o di un medioamento per il 
trattamento dell'apparato digerente in specie monogastriche. 

9) Uso delle Batteriooine e/o loro ceppi batterici produtteri seoondo una 
qualsiasi delle rivendicazioni precedent! 1-5 per la preparazione di una 
composizione mangimistioa agrozootecnica o di un medicamento per il 
trattamento di riduzione della presenza di sostanze oncogene nel tratto 
gastroenterico, preferibilmente cresolo, in specie monogastriche, 

10) Uso seoondo una delle rivendicazioni da 6 a 9 in oui le specie monogastriche 
sono compresi tra: esseri umani, suini, conigli, cavalli, poUame anche 
selvatico, ovini, caprini, feUdi, oanidi, ungulati, e ruminanti non fUnzionali. 



24 



2003 15:23 BU6NI0N SPA 39 02 69303502 

21.P(l213.I2.Wai 



Nr. 4800 P.J2^ 



PCT/ITO 3/00 



RIASSUNTQ 

La presente invenzione ha per oggetto I'ixnpiego di batteriocine e/o dei loro 
ceppi produttori per il miglioramento daUa fimzionaUta digestiva e per il 
miglioramento deUe condizioni del tratto grastn, intestiaale nelle specie di 
oiganismi monogastdche. 
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TABELIA 3 



Tempo (d> 












n 




Bac- 


0 


Peso 


24 


7,00±L20 


630±1.29 




Peso 


24 


9.1±1.42 


8,9±1.45 


14 


AD6 0*i4 


24 


155±44 


138db49 




Xngestloiid 


6 


289±7 


290^12 




FCR . 


6 


1.9$±0.5S 


2.18:tj0.4S 




P^o 


24 


213^2.87 


20.Si£3.22 






24 


409±55 


387±68 




Ingestf one 0"35 


6 


(S46±16 


644±12 


35 


XrCR0-3£$ 


6 


i.58±0.05 


1.68±043 




ADG 14-35 


24 


578±78 


S54±92 




IxLgestione 14-35 


6 


884±24 


881±24 




FCR 14-35 


6 


1^2±0.03 


1.61±0.1 




Peso . 


12 


29.3±S.6^ 


28.6±5.4 




ADG 0-56 


12 


398±33 


38&t78 




XagesfSone 0-56 


3 ■ 


76ftt22 


7S7±26- 


5$ 


ICR 0-56 


3 


1.95±0.07 


' 1.96*0.12 




ADG 35-56 


12 


385^44 


418d:93 




Ingestioiie 35-56 


3 


974±43 


944±S5 




FCR 35-56 


3 


2.S9±0.'12 


2i7±0.27 
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ZABELIA 4 



Segmento 
InterstinaleV 
Trattamettto 


CeHuIe cripte 
MI 

r%i 


Profondit 
a' cripte 
fwml 


Lunghez^ 
villi 


Spessore 
vilU 
rum) 


Tunica 
macosa 
Tumi 


Apoptosi 


buodeno 


Bac- 


2.9Chfc0.30 




528i27 


138 =t 2 


926 ±10 




Bac+ 


3.1(M:0.20 




567db43 


134 ±5 


880^58 




prossim 
ale 


Bac- 


3.10:2:0.20 


209^ 


502±24 


116^1 


754±22 


20,30±ZSO 


'Bbc+ 


3.50*0.30 


244^:5** 


57J±22 


125 db 2 


859 ±24* 


2120d:3.S0 


Dlglutto ' 
medio 


Bac- 


4.70A0.10 


189±9 


498il2 


122 ±4 


696 ±10 


2S.10±2.60 


Bac+ 


B.SOdbOJO* 


.243d:10»* 


541^ 


122 i 2 


' 806 i 44* 


22.10±2.40 


Disfnno 
distale 


Bac- 


2.82±0.40 


I93db9 


47S±16 


116:1:4 


671 A 20 


2S.70il.90 


Bac+ 




202±11 


463:t26 


130^8 




27.20^^.30 


Deo 


Bac- 


3.42±0.40 


171±S 


427±22 


117±5 


621 ±25 


20.60d:1.90 


Bac+ 


3.48±0.40 


163:fc8 


390i^ 


n7±s 


582 ±27 


24.0ak4.90 
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IdBSUA 5 

Trattamento tumS^ucosa trasveraale #ceUs/tLdnua ^*""Jj^'*P** Apoptosl 
Ijaa] acini paiic»»aticilpni»l 



Bac- 481A10 718±1S 9.40±0.30 7.00±1.00 I0.10±1.60. 

J^£i 9.3(W).20 7^1^20 10.40*2.80 
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